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第1章　緒論
　近年日本は、高齢化が進み加齢に伴い発症する難治性疾患の患者数の増大が
避けられない状態となってきている。加齢性の難治性疾患である慢性関節リウ
マチ症（RA）及び動脈硬化症は、病態の進行と共に顕著に認められる特徴とし
て、RAにおいては、関節滑膜組織における滑膜細胞増殖、そして動脈硬化症に
おいては、血管内膜肥厚に伴う血管平滑筋細胞（VSMC）増殖が知られている。
RA及び動脈硬化症において認められる細胞増殖は、病態を悪化させる大きな要
因であり、病態改善のための治療夕一ゲットとして滑膜細胞増殖及び血管平滑
筋細胞増殖に対し研究が行われてきが、未だ両病態に認められる細胞増殖を制
御する画期的な薬剤及び治療法は確立されていない。
　RAは、関節を主病変とする原因不明の加齢性の全身炎症性自己免疫疾患であ
る。関節滑膜において発症した炎症は、病態の進行に伴い滑膜組織の肥大、軟
骨及び骨の破壊を引き起こし関節機能を失う重篤な病態として位置づけられて
いる。RA病態を悪化する候補として、炎症性のサイトカイン（1，2）と増殖因子
（3，4）を含む多くの因子がRAの病因的因子として関連付けられてきた。これら
の因子に加え、血液凝固・線溶系のRAを含む関節炎症への関与が報告されてき
た（5－7）。Rothchildらは、フィブリンの滑膜組織への沈着が関節炎における組織
の持続する炎症を悪化させ、進行させている可能性を報告した（8）。また血液線
溶系因子であるプラスミノーゲンアクチベーターがRA患者由来滑膜細胞にお
いて産生され（7）、プラスミノーゲンアクチベーターの作用によるプラスミンの
形成が、関節結合組織の修復及び再生に重要な働きをしていると報告されてい
る（9）。近年、Conwayらは、トロンビンの結合因子であるトロンボモデュリン
（TM）がRA患者滑膜組織に発現していることを報告した（10）。　TMは、本来血
管内皮細胞膜上においてトロンビンと結合し、活性化プロテインCと複合体を
形成する糖タンパク質として同定され、抗凝固作用を示し、RA患者関節腔内で
のフィブリン沈着及び炎症の過程を制御していると考えれる（ユ0）。また活性化
プロテインCは、マクロファージより産生され炎症性サイトカイン産生を抑制
すると報告されている（11）。
　動脈硬化の成因の現状は、Rossらが提唱してきたresponse　to　injury　theory（12，
13）を中心として研究及び議論が進められている。この仮説では・血管内皮細胞
の剥離が起こるとその部位において血小板が活性化され凝集し、その結果とし
て血管平滑筋細胞（VS　MC）増殖に伴う内膜肥厚などの動脈硬化が生じると提
唱されている。この仮説に基づいた実験より、血小板由来増殖因子（platelct
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dcHvcd　growth　factor；PDGF）が発見され（14）、動脈硬化症への大きな関与が明ら
かとなった。しかしながら、動脈硬化巣におけるVS　MC増殖を誘導する因子と
して、PDGFの他に上皮増殖因子（EGF）（15）、線維芽細胞増殖因子（FGF）（15）、
血管収縮因子であるアンジオテンシンII（16）、エンドセリン（17）、炎症性サイ
トカインであるインターロイキンー1α（IL－1α）（18）など多くの報告があり、単
一の因子によって動脈硬化巣のVSMC増殖を制御しているとは考えられない。
これらの因子の他に、血液凝固因子で、セリンプロテアーゼであるトロンビン
が血管平滑筋細胞を増殖させる機能を有することが報告された（19）。故に、血
管内皮細胞障害の結果、血管平滑筋が血液に直接接触するようになり、血小板
凝集などの血液凝固系の活性化を引き起こすトロンビンによるVSMC増殖の誘
導が強く示唆される。
　トロンビンは、血液凝固因子である活性化第X因子及び活性化第V因子のプ
ロテアーゼ活性により不活性型から活性化型へと変換され、活性化トロンビン
は、フィブリノーゲンからフィブリンへ変換することにより止血へと働く生理
作用を有している（Fig．1）。また、トロンビンは、血液凝固系に関与するだけで
なく血管内皮細胞（20）、VSMC（19）、線維芽細胞（21）などを増殖活性させ、こ
の作用は、最近になりクローニングされたトロンビン受容体（22）を介すること
が報告されてきた。すなわちトロンビン受容体は、7回膜貫通のGタンパク質
共役型受容体で、トロンビンによる本受容体の活性化機構については、トロン
ビン受容体の細胞外N末端アミノ酸に存在するヒルジン様領域をトロンビンが
認識し、さらにN末端側の部位（Arg－41／Ser－42）を消化し、新しく露出した
SFLLRN配列により活性化され細胞内に情報を伝えると考えられている（22）。
　本論文において、トロンビンの活性化代謝産物であるトロンビンーアンチトロ
ンビンIII複合体（TAT）が、　RA患者関節液中に多量に存在し、トロンビン刺激
によりRA患者由来滑膜細胞増殖が認められることを第2章においてはじめて
明らかにし、第3章では、トロンビン受容体を介した刺激によるRA患者由来滑
膜細胞からの炎症性サイトカイン産生について明らかにした。また、第4章及
び第5章において、トロンビン刺激誘導性のVSMC増殖における核内転写因子
であるnuclear　factor－kappa　B（NF一κB）の関与とNF一κBに対するアンチセンスオ
リゴDNAと血小板凝集抑制活性を有する化合物（E5510）を用いたVSMC増殖
抑制について検討し、動脈硬化症に対する新規治療戦略について考察した。こ
れらの結果より、細胞増殖を伴う加齢性の難治性疾患であるRAと動脈硬化症に
対するトロンビンの関与及びトロンビンまたはトロンビン受容体を介した情報
を制御することによるRA及び動脈硬化症に対する治療戦略について考察を加
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えた。
第IX因子一一一一一レ　活性化第IX因子
　　　　　　　　一一ヨ
　　　　　　　　　　　プロトロンビン　　＿＿＿＿うトロンビン
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　フィブリノーゲン　ー一一→　フィブリン
Fig．1．血液凝固カスケード
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第2章慢性関節リウマチ症（Rheumatoid　Arthritis；RA）患者
　　　　におけるトロンビン受容体を介した滑膜細胞増殖（23）
第1節　緒言
　トロンビンは、血液凝固カスケードの活性化の最終産物で、フィブリノーゲ
ンをフィブリンに変換し、血液凝固因子である第V因子、第VIII因子、第XIII
因子および血小板を活性化するセリンプロテアーゼである（Fig．1）。このように
トロンビンは、止血と血栓形成において重要な働きをしている。さらに、近年
になり、血管内皮細胞（20）、血管平滑筋細胞（19）、線維芽細胞（21）を含む種々
の細胞に対しトロンビンは、増殖を促すことが報告されてきた。トロンビンの
種々の細胞への情報は、トロンビン特異的な受容体を介するもので、7回膜貫通
領域を持っGタンパク質共役型の構造と考えられる受容体として同定された
（22）。トロンビン受容体の活性化機構は、トロンビンが本受容体の細胞外N末
端アミノ酸を限定消化し、新しく露出した14アミノ酸領域であるトロンビン受
容体アゴニストペプチド（thrombin　receptor　agonist　peptide；TRAP）が本受容体の
リガンドとなり情報を伝達すると報告されている（22）。
　本章では、RA患者関節腔内におけるトロンビンの存在をTArを測定するこ
とにより確認し、樹立したRA患者由来滑膜細胞に対するトロンビンとTRAP
の増殖活性を検討した。また、RA患者由来滑膜細胞及び滑膜組織におけるトロ
ンビン受容体の発現をmRNAとタンパク質レベルで証明し、　RA病態における
滑膜細胞増殖へのトロンビンの関与について考察した。
第2節実験材料及び方法
1．患者及び臨床検体
　本章で用いたRA患者由来関節液及び滑膜組織は、アメリカリウマチ学会の診
断基準（24）により選択されたRA患者より供与された。変形性関節症（OA）患
者由来関節液は、関節のX線解析に基づき選択されたOA患者より供与された。
RA患者（n＝8、年齢；50から72歳）及びOA患者（n＝13、年齢；51から85歳）
の罹患歴の平均はそれぞれ、17±11、4±4年であった。RA患者の病態は、
すべての活動性で進行性の段階（stage　III－IV）であった。すべてのRA患者は、非
ステロイド抗炎症薬を服用しており、その中の6人のRA患者は、ステロイド治
療を、そして4人のRA患者は、金製剤治療を受けていた。　OA患者の中の一人
4
は、金製剤治療を受けており、他のOA患者は、ステロイド治療を受けていた。
関節液は、注射筒で直接関節より採取され、抗凝固剤で処理し、遠心分離によ
り関節液中の細胞及び細胞破砕物を取り除いた後、－80°Cに保存した。RA患者
由来滑膜組織は、滑膜切除術によって得た。
2．RA患者滑膜組織からの滑膜細胞株の樹立
　1988年に改訂されたアメリカリウマチ学会の基準より選択したRA患者から
供与された滑膜組織は、マグネシウム・カルシウム不含リン酸生理緩衝溶液
（PBS）で数回洗浄し血液成分を除去後、無菌的に約1cm3片に切断し、RPMI　1640
培地（Gibco　BRL）中で滑膜組織片を2時間コラゲナーゼ（Sigma）消化後、遠心
分離により滑膜細胞画分を得た。得られた滑膜細胞は、PBSで洗浄し、10％牛
胎児血清（FBS）（Gibco　BRL）、100　units／ml一ペニシリン（Gibco　BRL）、100μg／m1一
ストレプトマイシン（Giboo　BRL）、1％ファンギゾン（Gibco　BRL）を含んだ
Dulbecco’s　modified　essential　medium（DMEM）（Gibco　BRL）を用い、37°C，5％CO2
気相中で培養を行った。RA滑膜細胞株を樹立するために、限界希釈法を用い行
った（25）。RA滑膜組織より得られた滑膜細胞を96ウェル平底培養プレートに
0．5個／ウェルとなるように播種し、コンフルエントになった滑膜細胞を継代し、
滑膜組織に浸潤してきた血球由来の細胞が除去されたのを確認し実験に用いた。
3．RA患者及びOA患者関節液中のTATの測定
　RA及びOA患者関節液中のTAr複合体の測定はEnzyme－linked　immunosorbent
assay（ELISA）法に基づいたEnzygnost　TAT　microキット（Bchringw　erke）（26）を
用い添付文書に従い測定した。サンプル緩衝液（Enzygnost　TAT　micro）で希釈し
た検体は、抗トロンビン抗体でコートされた96ウェル平底培養プレート
（Enzygnost　TAT　micro）に適用し、37°C、15分反応後、上清を捨て各ウェルを洗
浄液（Enzygnost　TAT　micro）を用い2回洗浄した。洗浄したウェルにペルオキシ
ダーゼ標識抗ATIII抗体（Enzygnost　TAT　micro）を加え、37°C、15分反応後、洗
浄液を用い洗浄し、クロモゲン液（Enzygnost　T創r　micro）を加え、37°C、2時間
発色反応を行った。クロモゲン液を基質としたペルオキシダーゼによる発色の
停止は、停止液（Enzygnost　TAT　micro）により行った。492　nmにおける吸光度は、
ELISAリーダー（lnternational　Reagcnts　Corporation）を用い測定した。TAT濃度は、
添付文書に従い作製した標準曲線から求めた。
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4．滑膜細胞増殖の検討
　滑膜細胞増殖は、3－（4，5－dimethyl－2－thiazolyl）．2，5．diphenyl－2H－tetrazolium　bromidc
（MTI）（Sigma）を用いたMTr試験（27）と滑膜細胞DNAへの［3Hlチミジン取り
込み能試験により評価した。MTr試験に用いたRA患者由来滑膜細胞は、96ウ
ェル平底培養プレートに5x103個／ウェルとなるように播種した。その翌日より
0．5％FBSを含むDMEMで2日間培養を行い、細胞周期をGO期にした滑膜細胞
をヒト血漿由来トロンビン（トロンビン）（0．1－100units／ml）（Sigma）で刺激後し、
0，2，4，6日に10μ1の0．25wん％MTT／PBSを培養上清に加え、37°C，5％CO2
気相中3時間培養を行った。その後、培養上清を取り除いた細胞に100μ1の
0．04NHCIを含むisopropano1を加え、570nmの吸光度をELISAリーダー
（lntcrnational　Reagents　Corporation）を用い測定した。［3H］チミジン取り込み能試験
に用いたRA患者由来滑膜細胞は、12ウェル培養プレートに2x　104個／wcllとな
るように播種した。M］［「試験と同様に細胞周期をGO期にした滑膜細胞は、ト
ロンビン（0．1－100units／ml），　thrombin　reccptor　agonist　peptidc（TRAP）（1nM－30μM），
ヒト血漿由来アンチトロンビンIII（ATIII）（1unit／ml）（Sigma），　TATで刺激後、［3H］
チミジン（ユμCi／m1／wel1）（New　England　Nuclear）を加え、37°C，5％CO2気相中15
時間培養を行った。その後滑膜細胞が取り込んだFH］チミジンの放射能を液体シ
ンチレーションカウンターを用い測定した。実験に供したTATは、トロンビン
（10units／ml）とATIII（10　units／ml）を用い、定法に従い作製し（28）、　TRAP
（SFLLRNPNDKYEPF）（29）は、帝人（株）より供与された。
5．トロンビン刺激滑膜細胞増殖に対するATIIIの抑制効果
　RA患者由来滑膜細胞は、96ウエル平底培養プレートに5x103個／ウエルとな
るように播種し、0．5％　FBSを含むDMEMで2日間培養を行い細胞周期をGO
期にした。その滑膜細胞をATIII（1　unit／ml）の存在下でトロンビン（0．1－100
units／ml）を37°C，20分反応させた混合液で4日間刺激し、　MTT試験を行い評価
した。
6．トロンビン受容体mRNA発現の検討
　0．5％FBSを含むDMEMで2日間培養を行い細胞周期をGO期にしたRA患者
由来滑膜細胞（2x105個）をトロンビン（1　unit／ml）またはTRAP（1μM）で刺
激し、0，05，2，4，6，8，24時間後にグアニジンチオシアネートーフェノール／クロ
ロホルム法（30）に従いtotal　RNAを分取した。得られたtotal　RNAは、RNase－frce
DNase処理を行い、　Rcverse　transcription（RT）－PCR法（31）を用いたトロンビン
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受容体mRNAの検出に適用するためにcDNAに転換した。　RT－PCRによるトロ
ンビン受容体cDNAの検出に対し特異的なオリゴDNAプライマーセットは、
5’－2°7CGC　GCA　GAG　CCC　GGG　ACA　ArG227－3’（TR－1）と5’－643TAC　ACC　ACC
GCC　GGC　TTC　TTG623－3’（TR－2）（Gene　Bank　Acccssion　No．　M62424）を用いた。
RT－PCRの内部標準化のためのコントロールとして、β一アクチンcDNAの検出
に対し特異的なオリゴDNAプライマーセットは、5’－1471AAG　AGA　GGc　Arc
CTC　ACC　CT149°－3’（BAC1）と5’－2129TAC　ATG　GCT　GGG　GTG　TrG　AA211°－3’
（BAC2）（32）（Genc　Bank　A㏄ession　Nos．　XOO351，　JOOO74，　Mユ0278）を用いた。　RT－
PCRの反応溶液は、RA患者から得られたtotal　RNA　1μgから転換したcDNA、
1μMの各プライマー、200μmolの各デオキシヌクレオシド三リン酸（dNTP）、
2units　Taqポリメラーゼ（promega）を含む50μ1で構成されており、95°C，1分
の変性後、95°C，1分、57°C，1分、72°C，2分の条件でDNAサーマルサイクラー
（TSR－300）（IWAKI）により30サイクルの増幅反応に適用した。増幅されたRT－
PCR産物は、1．3％アガロース電気泳動に適用しエチジウムプロミドにより検出
した。
7．RA患者由来滑膜細胞及び滑膜組織の免疫染色
　卜ロンビン受容体及びTMの免疫染色は、　Tissu　Gnost　Uni－Pak　kit（Merck）を用
い行った（33）。免疫細胞染色は、RA患者由来滑膜細胞（5x103個∧vell）をLab－
Tck　8チャンバースライド（Nunc）に播種し、4％パラホルムアルデヒド／PBSで
固定し行った。ヒトトロンビン受容体に対して特異的な抗体は、卜ロンビン受
容体のTRAP配列を免疫して得られたモノクローナル抗体（SF－14）（帝人（株））
を用いた。TMに対する抗体は、ウサギ抗ヒトTMポリクローナル抗体を用いた
（34）。ヒト筋アクチンに対する抗体は、モノクローナルHHF－35（Biomeda）（35）
を用い、抗原抗体反応の陰性コントロールには、Isotype　control　IgG，、（Leinco
Tcchnologies）を用いた。
8．統計解析
　滑膜細胞増殖試験の統計解析は、一元配置分散分析の後Dunnett法に従い行っ
た。
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第3節実験結果
1．RA患者関節液中におけるTAT濃度の増加
　RA患者関節液中のTAT平均濃度及び標準偏差は、4．43±3．58　mg月であった。
一方、OA患者関節液中のTAT平均濃度及び標準偏差は、0．21±0．26　mg乃であ
った。OA患者関節液中TATの平均濃度と比較し、RA患者関節液中TAT平均濃
度は、著しく高い値を示した（Fig．2）。
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Fig．2．　Concentration　of　TAT　in　synovial　fluid
　The　conccntration　of　TAT　in　synovial　fluid　was　measured　as　dcscribed　in　Materials　and
Mcthods　using　an　ELISA　kit．　The　results　showed　the　mcans　of　two　experimcnts
performcd　in　duplicatc　on　a　single　sample　from　each　patient．　The　bar　reprcsents　mean
valucs．　The　mean　values　and　SD　of　synovial　fluid　TAT　in　RA　and　OA　were　4．43±
3．58mg乃and　O．21±0．26　mg乃，　respectively．
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2．RA患者由来滑膜細胞増殖に対するトロンビンの影響
　卜ロンビンの滑膜細胞増殖に対する影響は、MTr試験（Fig．3）と［3H］チミジ
ン取り込み能試験（Fig．4）を行い評価した。　Fig．3で示したように、トロンビン
で誘導された570nmにおける光学的濃度（OD57。）の増加は、滑膜細胞をトロン
ビン1力・ら10units／mlで刺激後4日で認められた。一方、トロンビン刺激に対
する陰性コントロール（0．5％FBSを含むDMEM）と低濃度トロンビン（0．1
unit／m1）で刺激した滑膜細胞におけるOD57。は、経時的な減少を示した。高濃度
トロンビン刺激（100units／m1）もまた、細胞毒性と考えられるOD57。の経時的な
減少を示した。
　RA患者由来滑膜細胞のトロンビン刺激によるDNA合成は、トロンビン1か
ら10units／m1で、24時間刺激後、約5倍の増加を示した。また、　TRAP刺激に
よるDNA合成は、　TRAP　10　nMから30μMで、24時間刺激後、約3倍の増加
を示した。ATIIIとTATによる滑膜細胞DNA合成は、認められなかった（Fig．4）。
3．トロンビン刺激滑膜細胞増殖のATIIIによる抑制効果
　トロンビンの滑膜細胞増殖に対する影響が特異的で、トロンビンのタンパク
質分解酵素活性によるものかを確認するために、トロンビン特異的タンパク質
分解活性阻害因子であるATIIIのトロンビン刺激誘導性滑膜細胞増殖に対する
影響をMTT試験を用い検討した（Fig．5）。トロンビン1unit／m1刺激による滑膜
細胞増殖は、ATm　l　unjt／mlで完全に抑制された。一方、トロンビン5ないし、
10units／mlで認められる滑膜細胞増殖を1unit／mlのATIIIでは、完全に抑制でき
なかった。
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Fig．3．E鍾ect　of　thrombin　on　synovial　cell　proliferation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　The　SCCs　were　plated　at　5x10　cells／well　into　96－well　flat－bottomed　culturc　plates，
starved　fbr　48　hours　in　DMEM　containing　O．5％FBS，　then　stimulated　with　the　vehiclc
（0．5％FBS　in　DMEM（■））or　various　concentrations　of　thrombin：（0．1units加1（●），　l
units／ml（▲），5units／ml（◆），10　units／ml（口）and　100　units／ml（○））．　Proliferation　of
thrombin－stimulated　synovial　cells　was　measured　using　the　MTT－assay．　The　results
shown　are　means±SD　of　triplicatc　or　quadruplicatc　experiments．＊P＜0．05，＊＊P＜0．01
compared　to　the　vehicle．
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Fig．4．　Effects　of　thrombin　and　TRAP　on　the　incorporation　of［3H］thymidine　into　DNA
of　synovial　cells
Th・SCC・w・・e　p1・t・d・t　2・1∂cell・畑・Il　i・t・12－w・ll　n・t－b・tt・m・d・ult・・e　pl・tes　and
starved五）r　48　hours　in　DMEM　containing　O．5％FBS、　The　cells　were　then　stimulated
with　thrombin（0．1－100U／ml），　TRAP（1nM－30μM），　ATIII（1U垣1）or　TAT，　and
［3Hithymidine（1μCi佃1〈vell）was　then　addcd　fbllowed　by　incubation　R）r　15　hours　at
37°C．The　SCCs　were　harvested　fbr　determination　of［3H］thymidine　incorporation　as
described　in　Matcrials　and　Mcthods．　The　rcsults　shown　are　means±SD　of　triplicatc
experiments．＊P＜0．05　compared　to　thc　vehicle（0。5％FBS　in　DMEM）．
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Fig．5．Inhibition　of　thrombin－stimulated　synovial　cell　proliferation　by　antithrombin　III
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イ　　The　SCCs　werc　platcd　at　5x10’cellsパvcll　into　96－well　flat－bottomed　culture　plates，
starved　fbr　48　hours　in　DMEM　containing　O．5％FBS，　then　stimulated　with　the　thrombin
vehicle（DMEM　containing　O．5％FBS），　ATIII（1　uniVml）or　various　concentrations　of
thrombin　in　thc　presence　of　ATIII（1　unit／ml）．　The　inhibitory　eff㏄t　of　ATIII　on　thrombin－
induced　SCC　proliferation　was　determined　4　days　after　stimulation　by　MTT　assay．　Thc
results　shown　are　mcans±SD　of　quadruplicate　exprimcnts、＊P＜0．05　＊＊P＜0．01
compared　to　trcatmcnt　with　ATIII（1　unit／ml）without　thrombin．　There　were　no　significant
di∬erences　bctween　thc　groups　treated　with　thrombin　vehicle　and　ATIII．
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4．RA患者由来滑膜細胞におけるトロンビン受容体mRNAの発現
　RA患者由来滑膜細胞におけるトロンビン受容体mRNAの発現は、RT－PCR法
を用い検討した（Fig．6，　Timc　O）。期待された437　base　pair（bp）のPCR産物が、
アガロース電気泳動において検出された。この増幅されたPCR産物の塩基配列
は、DNAシークエンシングにより決定し、以前報告されたヒト巨核球細胞株由
来トロンビン受容体cDNA配列（22）と一致した。β一アクチンに対する218　bp
のPCR産物は、内因性の標準化したコントロールとした。
5．トロンビンまたはTRAP刺激によるトロンビン受容体mRNA発現の誘導
　トロンビンまたはTRAPで刺激したRA患者由来滑膜細胞におけるトロンビ
ン受容体mRNAの発現の動向をRT－PCR法を用い検討した（Fig．6）。トロンビ
ン（1unit／ml）またはTRAP（1μM）で4から6時間刺激した滑膜細胞における
トロンビン受容体mRNAの発現は、刺激していない滑膜細胞における発現と比
較し減少したが、その後刺激24時間にかけて新しいトロンビン受容体mRNA
の発現誘導が認められた。
6．RA患者由来滑膜細胞と滑膜組織におけるトロンビン受容体タンパク質の発
現
　RA患者由来滑膜細胞及び滑膜組織におけるトロンビン受容体のタンパク質
レベルでの確認は、モノクローナル抗トロンビン受容体抗体であるSF－14を用
い免疫染色法により検討した（Fig．7）。　SF－14を用いた免疫染色により、RA患
者由来滑膜細胞膜上が染色された（Fig．7一旬。抗ヒトTM抗体も同様に、　RA患
者由来滑膜細胞膜上が染色された（Fig．7－B）。一方、滑膜細胞膜上に発現してい
ない筋アクチンに対する抗体であるHHF－35（Fig．7－C）及びisotype　control　IgG2、
（Fig．7－D）の染色性は確認できなかった。また、　isotype　control　IgGlの染色性も確
認できなかった。
　RA患者由来滑膜組織におけるSF－14の染色性は、過剰増殖している滑膜表層
細胞に強く認められた（Fig．8－A，　B）。また、この滑膜表層細胞は、抗ヒトTM抗
体によって染色された（Fig．8－C）が、　isotype　control　IgG2、（Fig．8－D）及びisotype
control　IgG、による染色性は確認できなかった。よって、トロンビン受容体及び
TMは、タンパク質レベルでRA患者由来培養滑膜細胞だけでなく、滑膜組織に
おいても発現が認められた。
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Fig．6．　Induction　of　thrombin　rcceptor　mRNA　cxpression　by　thrombin　or　TRAP
stimulation
SCC・（2・105　cell・）w・・c　st・・v・d　f・・48　h・urs　i・D肥M　c・nt・i・i・g　O，5％FBS，　th・n
stimulated　with　thrombin（1　unit／ml）or　TRAP（1μM）．　At　30　minutcs，2，4，6，8and　24
hours　after　thrombin　or　TRAP　stimulation，　total　RNA（1μg）was　isolated　and　converted
to　cDNA　RT－PCR　analysis　was　pcrformed　as　described　in　Matcrials　and　Methods。　Thc
RT－PCR　product　forβ一actin　was　uscd　as　an　intcrnal　control．　ML　DNA　molccular　weight
marker（pUC18／Hinfl　digestion）．
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Fig．7．　Immunocytochcmical　staining　of　human　synovial　cells
　SCCs　werc　fixed　and　incubated　with　SF－14，　a　mAb　specific　fbr　the　human　thrombin
・ccept・・（A），　P・lyd・・副anti－th・・mb・m・d・li・・ntib・dy（B）・HHF－35・・m仙・g田・・t
muscle　actin（C），　or　control　mouse　IgG2a（D）．　Original　magnificatlon：x100（A　B，　C　and
D）．
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Figurc　8．1㎜unohistochemicd　st田ning　of　synovi訓tissue　from　a　patient　with
rhcumatoid　arthritis
　　A：The　hypcrplasia　of　the　synovial　lining　layer　was　stained　by　SF－14，　a　mAb　sp㏄ific
for　the　human　thrombin　receptor．　B：High　magnification　of　A　the　synovial　lining　cells
（allow）arc　stained　intcnsely．　C：Polyclonal　anti－thrombomodulin　antibody．　D：Control
mousc　IgG2a．　Original　magnification：x100（A，C　and　D），　x400（B）．
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第4節　考察
　RAは、関節炎症が惹起され、軟骨と骨破壊を伴う加齢性の慢性疾患である。
RA患者の滑膜表層細胞は、血管新生を伴い増殖し、結果として滑膜組織の肥厚
によるパンヌス形成を引き起こす。培養細胞を用いた実験において、インター
ロイキンー1（IL－1）、腫瘍壊死因子（TNFα）、穎粒球／マクロファージコロニー刺
激因子（GM－CSF）は、滑膜細胞増殖を引き起こす因子であることが報告されて
きた（1－4）。また、近年になり、血液凝固・線溶系のRAの関節炎症への関与が
報告されてきた（5－9）。
　本章において、RA患者関節液中のTAT濃度は、　OA患者関節液中の濃度と比
較し著しく高値を示した。この結果は、細胞増殖性を伴わないOA病態とは異な
り、RA病態の関節炎症に血液凝固系が密接に関与していることが考えられる。
また、RA患者関節のX線診断によりstage　Iからstage　IVまで群分けを行い、各
群における血漿中TAT濃度を測定したところ、RA患者関節のX線解析による
病態の進行に伴い増加することが認められた。RA患者と比較し、滑膜組織の肥
厚に伴う滑膜細胞増殖が認められないOA患者における血漿中TAT濃度は、stage
III及びIvに属するRA患者の血漿中TAr濃度より顕著に低いことが認められ
た（結果未発表）。故に、新しいRA病態の診断マーカーとして血漿中TAT濃度
を測定することに臨床検査医学的意義のあることと強く考えられる。
　近年、卜ロンビンは、血管平滑筋細胞と線維芽細胞を増殖させる作用がある
と報告された（19，21）。故にトロンビンのRA患者由来滑膜細胞に対する増殖作
用を検討したところ、Fig．3と4で示したようにRA患者由来滑膜細胞において
も同様に細胞増殖促進作用が認められた。この作用は、トロンビン受容体特異
的刺激因子であるTRAPにおいても認められ、またトロンビンのプロテアーゼ
活性を特異的に阻害するATIIIにより増殖抑制が認められたことより、トロンビ
ンの滑膜細胞増殖促進作用は、プロテアーゼ活性に基づくトロンビン受容体の
刺激による可能性が強く考えられる。そこで、RA患者由来滑膜細胞におけるト
ロンビン受容体の存在について検討した。
　RA患者由来滑膜細胞におけるトロンビン受容体のmRNAに対してRT－PCR
解析を行った結果、本受容体mRNAの存在が認められ、トロンビン刺激したRA
患者滑膜細胞におけるトロンビン受容体のmRNA発現は、刺激4時間まで低下
し、その後刺激24時間にかけて刺激前の発現レベルまで回復もしくは高くなる
傾向であった。Bernardらは、T細胞株であるJurkat細胞を用いトロンビン刺激4
時間でトロンビン受容体のmRNAの発現が著しく低下し、刺激24時間で刺激前
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の発現レベルまで回復すると報告（36）し、滑膜細胞における変動と同様の傾向
であった。
　トロンビン受容体のRA患者由来滑膜細胞及び滑膜組織における存在は、免疫
染色法により確認した。RA患者の滑膜細胞に発現しているトロンビン受容体は、
トロンビンの滑膜細胞を増殖させるシグナルを細胞内に伝える重要な働きを担
っていると考えられる。また、トロンビンの刺激によりトロンビン受容体の新
しい発現を惹起させ、RA病態を進行させている可能性が示唆される。
　卜ロンビンの結合タンパク質であるTMは、トロンビンを凝固促進するプロ
テアーゼから抗凝固因子へ変換する凝固系において重要な生理作用を示す因子
である（37）。このTMもまたRA患者由来滑膜細胞において発現が認められた。
Conwayらは、機能的に活性化しているTMが、　RA患者由来滑膜細胞から合成
され、また遊離型のTMがRA患者関節液中に多く存在していることを報告した
（10）。このTMもまたATIIIと同様、トロンビンと結合し、関節炎症におけるフ
ィブリン沈着及び関節炎症の進行を制御していることが示唆される。
　本章において、RA患者関節液中に活性化されたトロンビンがOA患者の関節
液中と比較し、著しく多く存在していることを示し、トロンビンの活性化代謝
産物であるTAr濃度を測定することがRAの臨床検査診断として有意義である
可能性を示唆した。また、トロンビンは、RA患者由来滑膜細胞膜上のトロン
ビンに特異的な受容体を介した刺激により滑膜細胞を増殖させ、RA病態を悪化
させる因子の一つであると強く考えられる。よって、トロンビンの滑膜細胞増
殖活性を抑制する手段が、新しいRA病態改善薬の開発への可能性を示唆するも
のと考えられる。
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第3章　卜ロンビン刺激したRA患者由来滑膜細胞における核内
　　　　転写因子NF一κB活性化を介したインターロイキンー6
　　　　（IL－6）と穎粒球コロニー刺激因子（G－CSF）の発現誘導（38）
第1節　緒言
　前章においてトロンビンは、RA患者由来滑膜細胞膜上のトロンビン受容体を
活性化し、増殖の情報を与えることを示した。またトロンビンは、血管内皮細
胞（20）、血管平滑筋細胞（19）、線維芽細胞（2ユ）を含む種々の細胞に対して増殖
させることが報告されている。このトロンビンの細胞内への情報は、7回膜貫通
領域を持つGタンパク質共役型と考えられるトロンビン特異的な受容体を介す
るもので、本受容体の細胞外N末端アミノ酸をトロンビンが限定消化し、新し
く露出した14アミノ酸領域であるTRAPが本受容体のリガンドとなり情報を伝
達すると報告されている（22）。
　近年になり、核内転写因子の一つであるNuclcar　factor一κB（NF一κB）は、炎
症性サイトカイン（39，40）や癌遺伝子（41）や細胞接着因子（42）など種々の
遺伝子発現の制御に関与していることが報告されてきた。しかしながら、RA患
者由来滑膜細胞におけるトロンビン受容体を介した細胞内情報伝達からの核内
転写因子レベルでの動向は、明らかにされていない。
　本章では、トロンビン／卜ロンビン受容体の細胞内への情報伝達と、その情報
によって引き起こされる出来事をRA患者由来滑膜細胞において検討し、　RA患
者関節腔内において過剰に認められる活性化されたトロンビンのRA病態にお
ける炎症性サイトカインの発現誘導について検証した。
第2節　実験材料及び方法
1．患者及び臨床検体
　実験に適用した滑膜細胞を得たRA患者は、前章と同様にアメリカリウマチ学
会の診断基準（24）により、stagc　III、　class　IIIと診断された罹患歴4年の23歳の
男性患者とstage　III、　class　IIIと診断された罹患歴8年の45歳の女性患者、そし
てstage　IV、　class　IVと診断された罹患歴12年の58歳の女性患者の3人を選択
した。
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2．細胞及び細胞培養
　RA患者滑膜組織は、滑膜切除術により摘出され、前章と同様に滑膜細胞を得
た。本章におけるRA患者由来滑膜細胞は、5カ・ら8継代で用いた。　RA患者由
来滑膜細胞は、顕微鏡下でほとんど線維芽細胞様の形態を示しており、抗ヒト
線維芽細胞抗体（DAKO）を用いた免疫染色により強く反応した。一方、抗ヒト
筋α及びγアクチン抗体（Biomedia）及び抗ヒト第8因子抗体（DAKO）には反
応しなかった。実験に用いたRA患者由来滑膜細胞の1％以下の細胞が、抗ヒ
トマクロファージ抗体である抗CD68抗体（DAKO）に反応した。成人T細胞白
血病ウイルス（HTLV」1）感染T細胞と健常人末梢血単核球の共培養から確立さ
れたMT－2細胞は、10％FBS含有RPMI培地を用い培養した。
3．RA患者由来滑膜細胞培養上清中のサイトカイン測定
　RA患者由来滑膜細胞培養上清中のG－CSF、　GM－CSF、　TNFα、IL－1α、IL－1
β、IL－2そしてIL－6は、各サイトカインに対して特異的なELISAを用い測定し
た。0．5％FBSを含むDMEM（DMEM－05％FBS）で2日間培養を行い細胞周期を
GO期にした培養滑膜細胞を10　units／mlのトロンビンを含む1．5　mlのDMEM－
05％FBSで刺激し、0．5、1、2、4、8、12そして24時間の培養上清を収集した。
各種サイトカインの測定は、Quantikincキット（R＆DSYSTEM）の添付文書に
準じて行った。トロンビン刺激後の各測定時間における平均値と標準偏差（SD）
値は、6回測定することにより得た。
4．トロンビン刺激RA患者由来滑膜細胞におけるIL－6及びG－CSF　mRNAの
検出
　DMEM－0．5％FBSで2日間培養を行い細胞周期をGO期にした培養滑膜細胞を
10units／mlのトロンビンを含むDMEM－0．5％FBSで刺激し、0．5、1、2、4、8、12
そして24時間に培養滑膜細胞より、前章と同様にしてtotal　RNAを分取しcDNA
を作製した。RT－PCRによるIL－6　cDNAの検出に対し特異的なオリゴDNAプラ
イマーセットは、5’－1396GCG　CCT　TCG　GTC　CAG　TrG　CCT　TCT　CI42°－3’と5’－
2673CCT　CTT　TGC　TGC　TTT　CAC　ACA　TG2651－3’（25）で、ヒトIL－6　mRNA
（GeneBank　A㏄ession　No．　M62424）に対して特異的な配列を選択した。　G－CSF
cDNAに対しては、5’－6°IACA　GTG　CAC　TCT　GGA　CAG　T619－3’と5’－1468TCC　AGC
TGC　AGT　GTG　TCC　A1486－3’（43）で、ヒトG－CSF　mRNA（GcneBank　Accession　No．
XO3656）に対して特異的な配列を選択した。βアクチンに対しては、前章と同
様の配列を用いた。RT－PCRの条件は、前章と同様に行い、増幅されたRT－PCR
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産物は、1．3％アガロース電気泳動に適用しエチジウムプロミドにより検出した。
5。核タンパク質の調製とゲルシフトアッセイ
　RA患者由来滑膜細胞からの核タンパク質の調製は、　EHgnamらの方法に従い
行った（44）。10mM　Tris／HCI（pH7．9）－0．1mM　EmA－10mM　KCI－1．5mM　MgCl2－0．5
MSucrose－0．5　mM　dithiothreito1（DTI）（和光純薬）－0．5　mM　phenyl　mcthyl　sulfbnyl
nuoride（PMSF）（Sigma）に滑膜細胞を懸濁し、ホモゲナイズ後、2000　rpm、4°C、
10分遠心分離を行い沈殿物として核画分を得た。得られた核画分を0．1mM
EDTA－1．5mM　MgCl2－400　mM　NaCl－5％glycerol－0．5mM　DrT－0．5mM　PMS　F含有10
mM　Tris／HCI（pH7．9）に懸濁後、14000　rpm、4°C、45分遠心分離を行い得られ
た上清を0．1mM　EDrA－75mM　NaCl－20％glyccro1－0．5mM　DTT－0．5mM　PMSF含
有20mM　Tris／HC1（pH7．9）に対して透析し、核タンパク質画分とした。核タンパ
ク質の5μgとプローブであるκB配列（5’－AGT　TGA　GGG　GAC　TIT　CCC
AGG　C－3’（45））をコードする22塩基対の32Pで標識した二本鎖DNAまたはκB
配列に変異を含む二本鎖DNA（5’－AGT　TGA　GGG　GAC　cT⊆CCt　AGG　C－3’；下線
は、変異配列）を0．5mM　EDTA－1　mM　MgC12－50　mM　NaCl－4％glycero1－0．5　mM　DTr
含有10mM　Ths／HC1（pH7．5）（Promega）中に混和し、50μgのpoly（dl－dC）（Sigma）
を加え、37°C、30分DNAと核タンパク質の結合反応を行った。κB配列に結
合する核タンパク質の検出は、4％ポリアクリルアミドゲル電気泳動後、ラジオ
オートグラフィーにより行った。競合試験では、放射標識二本鎖DNAプローブ
に対し、25倍及び50倍濃度の非放射性プローブを放射標識プローブを加える
30分前に核タンパク質に加え反応させた。κB配列に結合する核タンパク質の
特徴付けには、NF一κBのサブユニットであるp50、　p65、　c－Rclに対するポリク
ローナル抗体、αp50、αp65、αc－Rel（Santa　Cruz　Biotechnology）をそれぞれ用
い、電気泳動30分前に結合反応溶液で反応させた。
6．NF一κB発現に対するクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（CAT）試験
　DEAE一デキストラン法（46）を用いレポータープラスミドをRA患者由来滑膜
細胞に導入した。実験手順は、PromegaのProfcction　Mammalian　Transfection
System　DEAE－Dcxtranキットに基づき行った。　DEAE一デキストラン（Promega）と
2μgのイムノグロブリンκ（lgκ）軽鎖エンハンサーのκB結合領域を7箇所
含むIgκ一CATレポータープラスミド（47）と導入効率に対する内部標準として、
1μgのSV一βgalコントロールプラスミド（Promega）をPBSで培地交換した
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RA患者由来滑膜細胞に適用した。3時間、37°C、5％CO，気相中で培養後、
DMEM－5％FBSにトロンビンを加え48時間刺激を行い、セルスクレエイパーを
用い培養プレートから細胞をはがし、0．25MTds／HC1（pH7．5）中に懸濁した。細
胞懸濁液は、凍結融解により破砕しcノ￥r試験の検体とした。導入効率は、4－
methylumbelliferylβ一Dガラクトシダーゼ試験により解析し、タンパク質定量は、
bicinchoninic　acid　protein　assay　kit（Piercc）を用い決定した。CAT活性は、【14C］クロ
ラムフェニコール（Amersh㎜）を基質として用い薄層クロマトグラフィー法に
より決定し、Fuji　Computed　Radiogram（Fuji　Photo　Film）により定量化した。　NF一
κB活性化の陽性コントロールとしてTNFα（Genzyme）を用いた。
7．NF一κBに対する免疫蛍光染色
　RA患者由来滑膜細胞（5x103個／well）をLab－Tek　8チャンバースライド
（Nunc）に播種し、アセトン／メタノール（1：1）で20分、－20°Cで固定後、1％牛血
清アルブミン（BSA）で1時間処理を行った標本に対し、1％BSAPBSで50倍
に希釈したαp50を適用した。二次抗体には、フルオレッセイン　イソチオシ
アネートで標識されたヤギ抗ウサギlgG（Organon　Tckunika）を用いた。　NF一κB
サブユニットであるp50のRA患者由来滑膜細胞における局在は、蛍光顕微鏡下
で観察した。1κBに対するポリクローナル抗体は、Santa　Cruz　Biotcchnology
社製を用い、コントロールウサギIgGは、　Organon　Tckunika社製を用いた。
8．統計解析
　滑膜細胞培養上清中サイトカイン測定の統計解析は、Studcnt’M　testに適用し
た。
第3節実験結果
ユ．RA患者由来滑膜細胞におけるトロンビン刺激に伴う炎症性サイトカインの
発現誘導
　卜ロンビン（10units／m1）で刺激し、RA患者由来滑膜細胞培養上清中の各種炎
症性サイトカインをELISA法により測定した（Table　1）。IL－6とG－CSF濃度は、
トロンビン刺激しない滑膜細胞培養上清中のサイトカイン濃度（Table　1，　Time
O）と比較して、刺激12時間の培養上清中濃度は、有意（p＜0．05）に高い値を示
し、刺激24時間までIL－6とG－CSF濃度の増加が認められた。一方、卜ロンビ
ン刺激によるRA患者由来滑膜細胞におけるIL－1α、　IL－1β、IL－2、　TNFα、
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GM－CSFの発現誘導は、刺激24時間まで認められなかった。
　　次に、1から200units／mlのトロンビン濃度でRA患者由来滑膜細胞を12時間
刺激し、培養上清中のIL－6、　G－CSF濃度をELISA法により測定した（Tablc　2）。
IL－6濃度は、最大17倍、　G－CSF濃度は、最大6倍の増加がそれぞれ容量依存
的に認められた。
Table　1．Cytokine　induction　by　thrombin　in　synovial　cells
Time（h　　　　　　O　　　　　　4　　　　　　8　　　　　　　12　　　　　　　24
IL－6（P9／ml）　14（5．4）16（6．2）108（285）★　178（34．7）★　288（48．5）★
G－CSF（P9／ml）　10（4．3）14（5．5）　20（7．5）　39（5．5）★　58（8．8）★
IL－1α（pg／ml）　　6（3．1）　　8（3．8）　　　5（3．3）　　　　　7（4．5）　　　　　8（4．3）
IL－1β（P9／ml）　　12（6．2）　　15（6．8）　　13（7．1）　　　　16（8．8）　　　　15（5．9）
IL－2（pg／ml）　　　　32（8．7）　　26（6．7）　　40（8．3）　　　　37（7．5）　　　　42（9．5）
TNFα（pg／ml）　　13（5．6）　　12（7．7）　　　17（9．6）　　　　13（8．8）　　　　15（7．5）
GM－CSF（pg／ml）　18（8．8）　　17（6．5）　　16（7．9）　　　　20（6．6　　　　25（85
　　Synovial　cells　werc　collected　IYom　thrce　RA　patients，　and　both　a　fivc　and　eight　passagc
ccll・w・・e　ex・mi・・⑪・each　p・ti・nt．　Sy・・vi・l　ccll・（2・105　cel1・）w・・e　cult・・ed佑・48
hours　in　DMEM　containing　O5％FBS，　then　stimulated　with　thrombin（10　units／m1）．　At　4，
8，12and　24　hours　after　thc　stimulation，　the　supernatants　of　cultured　cells　werc　collected
and　mcasured　using　ELISA　Student’st－test　and　analysis　of　variance　were　used　fbr　thc
statistical　analysis，　and　p＜0．05　compared　with　the　value　at　hour　O（★）was　evaluated　as
being　statistically　significant．　Figures　represcnt　mcan（SD）R）r　the　six　samplcs　per
patlents’
Tablc　2．　IL－6　and　G－CSF　productions　by　thrombin　dose　dependcnce
Thrombin（units／ml）　　　0　　　　　1　　　　　　10　　　　　　50　　　　　100　　　　　　200
IL6（P9／ml）　　14（5．4）32（13．3）178（34．7）★201（685）★220（755）★268（99．8）★
G－CSF（P9／ml）　　10（4．3）14（5．5）　39（5．5）★48（8．2）★54（11．3）★　60（15。5）★
IL4α（pg／ml）　　　　　6（3．1）　　5（2．7）　　　7（45）　　　8（4．3）　　　10（65）　　　9（5．2）
’INFα（pg／m　l）　　　　13（5．6）　15（4．2）　　13（8．8）　　16（85）　　17（8．6）　　18（8．1）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　Synovial　cells（2x10　cells）wcre　cultured　for　48　hours　in　DMEM　containing　O．5％
FBS，　then　stimulated　with　thrombin（from　O　to　200　units／ml）．　At　12　hours　after　the
thrombin　stimulation，　the　supernatants　of　cultured　cells　were　coll㏄tcd　and　mcasured
using　ELISA．　Student’sttest　and　analysis　of　variance　were　used　for　statistical　an泊ysis，
and　p＜0。05　compared　with　the　valuc　at　no　thrombin　stimulation（★）was　evaluated　as
being　statistically　significant．　Figurcs　rcpresent　mean（SD）fbr　the　six　samples　per
patlents．
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2．RA患者由来滑膜細胞におけるトロンビン刺激に伴う1レ6及びG－CSF　mRNA
の発現誘導
　トロンビン刺激したRA患者由来滑膜細胞におけるIL－6及びG－CSF　mRNAの
発現をRT－PCR法を用い検討した（Fig．9）。トロンビン（10　units／ml）で0．5、1、
2、4、8、12、24時間刺激したRA患者滑膜細胞におけるIL－6及びG－CSF　mRNA
の発現は、刺激4時間から認められた。β一アクチンに対するRT－PCR産物は、
内部コントロールとして用いた。また、cDNAを加えずにRT－PCRを行った時、
増幅産物は検出できなかった。
thrombin（10U／ml）
一　〇　〇．5　1　2　4　8　12　24（hr）
IL・6
G－CSF
β一actin
Fig．9．　Induction　of　IL－60r　G－CSF　mRNA　expressions　by　thrombin
Sy・・vi・1　cel1・（2・105　ccl1・）w・・e・t・w・d飴・48　h・urs　i・D唖M・・nt。i。i。g　O．5％FBS，
then　stimulated　with　thrombin（10　units／ml）．　At　30　min，　and　at　1，2，4，8，12　and　24
hours　after　thc　stimulation，　total　RNA（2μg）was　isolated　and　convcrted　to　cDNA　RT－
PCR　analysis　was　performed　as　described　in　Matcrials　and　Methods．　The　RT－PCR
products　fbrβ一actin　were　used　as　an　internal　contro1．　The　hyphen　indicates　thc　result　of
RT－PCR　analysis　without　cDNA　Results　shown　arc　obtaincd　in　a　rcpresentative
examination　of　two　scts　of　measuremcnts
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3．トロンビン刺激によるκB配列結合タンパク質の活性化
　トロンビン（10units／ml）でRA患者由来滑膜細胞を刺激後、0．5、1、4、8時
間において核タンパク質を分取し、32Pで標識したNF一κB結合領域を持つ22
塩基対のプローブを用いEMsAを行った（Fig．10）。トロンビン刺激30分におい
てκB配列結合タンパク質のDNA結合能が認められ、刺激4時間で強いDNA
結合能が確認できた。MT－2細胞由来核タンパク質は、κB配列結合タンパク質
のDNA結合能における陽性コントロールとしてを用いた（Fig．10，　MT2）。
4．トロンビン刺激RA患者由来滑膜細胞におけるκB結合タンパク質の同定
　κB結合タンパク質の特異性を検討するために、競合試験を行った（Fig．11，
x25、　x50）。放射標識していないプロープを過剰量（25倍または50倍）加えるこ
とにより、κB配列結合タンパク質の検出感度の減少が認められた。κB配列
に変異を行ったプローブを用いることにより、κB配列結合タンパク質は認め
られなかった（Fig．11，　mut．）。また、κB結合タンパク質の同定を行うために、
NF一κBのサブユニットであるp50、　p65、　c－Rcl，に対する抗体を用いたスーパー
シフト試験を行った（Fig．10，　p50、　p65、　c－Re1）。トロンビン4時間刺激したRA
患者由来滑膜細胞の核タンパク質とp50及びp65に対する抗体であるαp50と
αp65を用いたスーパーシフト試験により、κB配列結合タンパク質の移動度
の遅れが認められたが、c－Relに対する抗体であるαc－Relは、移動度に影響を
与えなかった。正常ウサギIgGを用いたスーパーシフト試験における影響は認
められなかった（Fig．11，RS）。
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Thrombin（10U／ml）
NF・1（B●レ
Protein
FreeMT2　・　0．5　1　　2　　4　　8　（h）
Fig．10．　Activation　of　nuclcarκB－binding　proteins　by　thrombin
　　Synovial　cells　were　either　len　untreated　or　stimulated　with　thrombin（10　units／ml）for
th・i・dicated　tim…Fi・三pi…9・㎜・・f　nud・班P・・t・i・w・・e　i・・ub・t・d　f・・30　minut・・at
room　temparature　with　P－labcled　probc　The　mixtures　were　the　run　on　a　native　4％
polyacrylamide　gel．　Nuclear　protein　from　MT－2　cells　was　used　as　a　positive　control．
Rcsults　shown　are　ffom　two　sets　of　experimcnts．
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Fig．11．Identification　of　NF一κBprotein　in　rheumatoid　arthritis
　　Supershift　assay　was　performcd　using　antibodies　against　the　NF一κBsubunits，　p50
（αp50），　p65（αp65），　or　c－Re1（αc－Rel）．　DNA　binding　mixtures　containing　nuclear
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　32extracts　from　thrombin（10　units加1）treated　synovial　cclls　and　P－1abeledκBprobe
was　treated　with　each　antibody．　Rabbit　serum（RS）used　as　a　negative　contro1．　The
nucl、訂P・・t・i・・訓・・i・・ub・t・d　with　32P－1・b・1・dκBp・・be　c・・t泊・i・g　m・㎞tκB
sequcnce（mut）and　the　mixture　was　applicd　to　a　native　4％polyacrylamide　geL
Competition　assay　was　pcrfbmed　using　a　25－（x25）or　50－（x50）fol“molar　exces§of
unlabeled　probe．　The　hyphen　indicates　the　result　of　supershift　assay　wlthout　antibodles．
Resuns　shown　are　obtained　in　a　representative　examination　of　three　sets　of
meaSUremCntS．
27
5．トロンビン刺激によるNF一κB分子の核内移行
　トロンビン刺激によるRA患者由来滑膜細胞内のNF一κB分子の核内移行を
検討するために、NF一κBのサブユニットであるp50に対する抗体（αp50）を用
い免疫蛍光染色を行った（Fig．12）。トロンビン刺激を行わない滑膜細胞のNF一
κB分子は、細胞質内に局在していた。しかしながら、トロンビン（10units／m1）
で30分刺激することにより蛍光染色強度は、細胞質から核へと移行しているこ
とが認められ、トロンビン刺激に伴うNF一κBの核内移行が観察された。また、
NF一κBの活性化に伴う核内移行を細胞質内へ局在させる内因性抑制因子であ
る1κBに対する抗体を用い、同様に蛍光免疫染色を行った。トロンビン刺激
後の1κB分子は、細胞質内に局在していた。コントロールウサギIgGによる
染色性は認められなかった。
Thrombin（10U／ml）
Time　　　　　O　　　　　　30　　　　　　60
（min）
αP50
Fig．12．　Nuclcar　transbcation　of　NF一κBmolecules　on　thrombin　stimulation
　Synovial　cells　werc　stimulated　by　thrombin（10　units／m1）and　were　fixcd　using
acetone／methanol（1：1）．　The　fixcd　cells　were　incubated　with　αp50，　polyclonal　anti－p50
antibody・The　bound　antibody　was　visualized　with　nuoresccin　isothiocyanate－conjugatcd
goat　anti－rabbit　IgG．
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6．トロンビン刺激によるNF一κBの転写活性化
　RA患者由来滑膜細胞におけるNF一κB活性化による転写促進応答に対するト
ロンビンの影響を検討するためにIgκ一CAr試験を行った。トロンビン1、10、
50units／mlの各濃度で刺激することによりCAr転写活性は、1．45、3、3．4倍ト
ロンビン濃度に依存して増加した（Fig．13）。また、トロンビンによるIL－65’一プ
ロモーターCAT転写活性の誘導について、IL－65’一プロモターCAT試験を行った。
トロンビンユ、5、10units／m1の各濃度で刺激することによりIL－65’一プロモータ
ーCAT転写活性は、1．4、1。83、1．88倍増加した。　TNFαは、　NF一κB活性化の
陽性コントロールとして用い、3．2倍のCAT転写活性の増加が認められた。
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　TNF　　　　Thr（川1bln
500U’ml　　OU．m1　　　5∪’m1　　10U．ml　　　50Unll
Activatlon
　of　CAT
ドB．CAT
功6conversion　　　222　　　　 69　　　　　100　　　　　211　　　　253
Relative
CAT、、tM↑y｛・d　322　　100　　］45　　305　　367
Fig．13．　EffCct　of　thrombin　on　immunoglobulin　κ一CAT　transactivation　in　synovial　cclls
　　Synovial　cells　werc　transfectcd　with　immunoglobulin　kappa（Igκ）－CAT　plasmid　by
DEAE　dextran　method．　The　cells　werc　cotransfected　with　2μgof　Igκ一CAT　and　lμg
SV一βgal　control　plasmid．　Thc　transfccted　cclls　werc　stimulated　with　vchiclc（thrombin
Ounits／m1），　thrombin（5，10，50　units／ml）or　TNFα　（500　units／m1）ror　48　hours．　CAT
activity　was　assayed　by　thin　laycr　chromatography，　and　the　relative　CAT　activities　wcrc
quantified　using　Fuji　computcd　radiograms．　Results　shown　are　obtained　in　a
representative　examination　of　thrce　scts　of　measurements．
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第4節　考察
　近年の研究により血液凝固・線溶系が、RAの炎症と密接に関与していること
が報告されてきた（5－9）。Cirinoらは、ラットを用いた炎症モデルにおいて炎症
応答の重要なメディエイターとしてトロンビンが作用していることを報告した
（48）。またトロンビンは、肥満細胞からヒスタミンを遊離させる脱穎粒作用（49）、
血管透過性の元進（50）、細胞接着因子の発現増強（51）、c－〃1ycのような癌遺伝
子の発現誘導（41）など種々の炎症に関与する機能をもつことが報告されてきた。
　前章において、RA患者由来滑膜細胞膜上にトロンビン受容体が存在し、その
受容体を介したトロンビンの滑膜細胞への刺激により、増殖の情報が伝えられ
ることを論証した。Fulisawaらは、TNFα刺激によりRA患者由来滑膜細胞にお
いてNF一κBの活性化が認められ、RA病態における滑膜細胞増殖にNF一κBの
関与を報告し（52）、Marokらは、炎症が認められる滑膜組織においてNF一κB
の活性化が認められることを報告している（53）。このように炎症性サイトカイ
ンの発現を制御している核内転写因子の一つであるNF一κBの活性化が、RA病
態における中心的な働きをしている可能性が示唆される。
　トロンビン刺激したRA患者由来滑膜細胞においてκB配列結合タンパク質
の活性化が認められ、この結合タンパク質は、競合試験及び変異κB配列を含
むプローブを用いたゲルシフトアッセイの結果より、κB配列に特異的に結合
するものと考えられる。また、NF一κBのサブユニットに対する抗体を用いたス
ーパーシフト試験の結果（Fig．11）より、少なくともp50とp65で構成される
NF一κBが存在し活性化していると考えられる。
　RAで認められる炎症性サイトカインであるIL－6とG－CSFの5’一プロモーター
領域にNF一κB結合領域が存在していることが報告されている（44，54）。本章に
おいて、トロンビン刺激されたRA患者由来滑膜細胞より、タンパク質レベル及
びmRNAレベルにおいてIL－6とG－CSFの発現誘導が認められた（Table　1，2，　Fig．
9）。また、トロンビン刺激されたRA患者由来滑膜細胞において、　NF一κBの活
性化が認められ、IL－6とG－CSFの発現誘導を制御しているものと考えられる。
一方、トロンビン刺激したRA患者由来滑膜細胞培養上清中にIL－1α、IL－1β、
IL－2、　TNFαは、タンパク質レベルにおいて刺激24時間まで検出されなかった。
IL－1α、IL4βの発現誘導においては、核内転写因子の一つであるspi－1／Pu．1
により制御されていると報告されており（55）、またIL－2は、　T細胞より分泌さ
れるサイトカインで、滑膜細胞より発現するとの報告はない。Duckettらは・NF一
κBの活性化が、細胞周期のM期に認められることを報告しており（56）・RA患
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者由来滑膜細胞増殖は、NF一κBの活性化依存的な現象であることが示唆される。
TNFα及びGM－CSFは、5’一プロモーター領域にNF一κB結合部位を含み、　NF一
κBの活性化依存的に発現することが知られている（5ち58）が、卜ロンビン刺
激したRA患者由来滑膜細胞培養上清中においてタンパク質レベルで発現誘導
は確認できなかった。トロンビンは、種々のIL－6及びG－CSFを含むNF一κBの
活性化依存的に発現が制御される炎症性サイトカインを選択的に発現誘導を惹
起させる因子と考えられる。また、今後トロンビン刺激による発現制御に関与
する転写因子群に関してさらなる検討が必要と考えられる。
　本章において、トロンビン受容体を介した滑膜細胞内情報により、NF一κB
が活性化され、炎症性サイトカインであるIL－6及びG－CSFの発現が誘導され
ることを示した。また、トロンビン刺激により認められるNF一κBの活性化が、
RA病態における滑膜細胞増殖に関与している可能性を考察した。以上より、ト
ロンビンは、RA病態において顕著に認められる滑膜細胞増殖及び炎症及び免疫
反応を高めるサイトカイン発現の内因性誘導因子として位置付けられることを
論証した。さらに、ATIIIやTMのような抗トロンビン因子は、トロンビン誘導
性のNF一κB活性化を抑制し、RA治療の新しい有力な戦略を提示していると考
えられる。
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第4章　ヒト血管平滑筋細胞増殖におけるトロンビン刺激誘導性
　　　　　核内転写因子NF一κB活性化の関与（59・6°）
第1節　緒言
　加齢性の疾患である動脈硬化症は、病態の一つの特徴として内膜肥厚に伴う
血管平滑筋細胞（VSMC）の増殖が認められ、この増殖は、血小板由来細胞増殖
因子（PDGF）をはじめとする種々の因子によって誘導されることが報告されて
きた（14－18）。近年Mcnamaraらは、トロンビンによって刺激された培養VSMC
が増殖するということを報告した（19）。また、このトロンビンによるVSMC増
殖は、トロンビン受容体を介する情報によってもたらされるもので、本受容体
は、動脈硬化病変巣に存在するVS　MCに発現していることが報告されている
（61）。トロンビン刺激により発現誘導されてくる因子として、c－〃2yc（41）、IL－6（62）、
P－sclcctin（63）などが報告されており、すべての因子のDNA　5’一プロモーター領
域にκB配列を有している。c－〃2ycの様な細胞周期に関与する癌遺伝子の発現
誘導にトロンビン受容体を介した刺激が関与していることや、NF一κBの活性化
が、細胞周期のM期に認められること（56）などNF一κBの活性化が、細胞増
殖に関与していることが強く考えられる。
　第2章では、動脈硬化症と同様に細胞増殖性を示す加齢性の疾患であるRA
においてトロンビンがトロンビン受容体を介した刺激により滑膜細胞増殖を誘
導することを示し、第3章では、トロンビン受容体を介した細胞内情報伝達に
より核内転写因子NF一κBを活性化し、炎症性サイトカインの発現制御につい
て論証した。本章では、トロンビン刺激によって認められるVSMC増殖におけ
るNF一κB活性化の関与及びNF一κB活性化抑制の手段としてアンチセンスオ
リゴDNAを用いVSMC増殖制御の可能性について検討し考察を加えた。
第2節　実験及び材料
1．細胞及び細胞培養
　VSMCは、ヒト　帯よりexplant法に従い単離し（64）、10％FBS（Gibco　BRL）、
100units／m1一ペニシリン（Gibco　BRL）、100μg／m1一ストレプトマイシン（Gibco
BRL）、1％一プアンギゾン（Gibco　BRL）を含んだMedium－199（Gibco　BRL）を用い、
37°C，5％CO，気相中で培養を行った。VSMCは、典型的な“hll　and　valleゾの形態
を示し、抗ヒト筋α及びγアクチン抗体（Biomedia）によって認識され・抗ヒト
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第8因子抗体（DAKO）によって認識されないものを実験に用いた。また、8継
代までのVSMCを用いた。
2．核タンパク質の調製とゲルシフトアッセイ
　核タンパク質の調製とゲルシフトアッセイは、第3章と同様に行った。NF一
κB活性化の陽性コントロールとしてTNFα（Genzyme）を用いた。
3．NF一κB発現に対するクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（CAT）言式，験
　2つのNF一κB結合部位を有するHuman　immunodeficiency　virus　long　terminal
rcpeat（H　IV　LTR）CArレポータープラスミド（52）、4μgとSV一βga1コントロ
ールプラスミド（Promega）、1μgを同時にVSMCにLipofectin（Gibco　BRL）を用
い添付文書に従い導入した。HIV　LTR　CArレポータープラスミドとSV一βga1
コントロールプラスミド及びLipofectin試薬をFBS及び抗生剤を含まない
Medium－199に加え培養VSMCに適用し、8時間、37°C、5％CO、気相中で培養後、
5％FB　Sを含むMedium－199にTRAPを加え48時間刺激を行い、セルスクレエイ
パーを用い培養プレートから細胞をはがし、0．25MTris／HCI（pH7．5）中に懸濁し
た。細胞懸濁液は、凍結融解により破砕し、CAr試験の検体とした。導入効率
及びタンパク質定量は、第3章と同様に行った。CAT活性は、｛14C］クロラムフ
ェニコール（Amcrsham）を基質として用い薄層クロマトグラフィー法により決
定し、Fuji　Computed　Radiogram（Fuji　Photo　Fi㎜）により定量化した。
4．TRAP刺激誘導性VS　MC増殖に対するNF一κBサブユニットp65アンチセン
スオリゴDNAの検討
　VSMCの増殖能は、第2章と同様にMTr試験により評価した。96ウェル平底
培養プレートに5x103個／ウェルとなるようにVSMCを播種し、NF一κBのp65
サブユニットに対するアンチセンス及びセンスオリゴDNA（2μg／ウェル）を加
え4時間反応させた。その後5％FBSを含むMedium－199にTRAPを加え、オリ
ゴDNA処理したvsMcを刺激した。刺激3、6、9日においてMTr試験を行っ
た。実験に用いたアンチセンスオリゴDNA配列は、5’－GGG　GAA　cAG　Trc　GTc
cAr　GGc－3’で、センスオリゴDNA配列は、5’－Gcc　ArG　GAc　GAA　cTG　TTc
CCC－3’で、下線は、　DNaseによる分解から保護するためフォスフォロチオネー
ト化（65）した領域を示した。
34
5．統計解析
　VSMC増殖における差の評価は、　Student’sτtestを用い評価した。
第3節実験結果
1．トロンビン受容体を介した刺激によるκB配列結合タンパク質活性化の誘導
　トロンビン受容体を特異的に活性化するTRAPによりVSMCを刺激4時間に
おいて核タンパク質を分取し、32P標識したNF一κB結合領域を持っ22塩基対
のプローブを用いゲルシフトアッセイを行った（Fig．14）。　VSMC由来核タンパ
ク質を用いたゲルシフトアッセイにおいて、3種のκB配列結合タンパク質（Fig．
14，1，II，　III）が認められた。TNFαで刺激したVSMC由来核タンパク質は、　NF一
κB活性化の陽性コントロールとして用いた（Fig．14，1ane　12）。1．O　nMから0．5
μMのTRAPで刺激したときのκB配列結合活性（Fig．14，　lane　2から6）は、刺
激しないVSMCにおけるκB配列結合活性（Fig．14，　lane　1）と同程度の活性であ
ることが認められた。また、TRAPのκB配列結合活性は、1μMから強くな
り（Fig．14，　lane　7から10）、容量依存的なκB配列結合タンパク質活性化が認め
られた。1μMのTRAPによるκB配列結合タンパク質の活性化は、10　units／m1
のトロンビンで刺激したVS　MCの核タンパク質における結合活性（Fig．14，　lanc
11）と同程度であった。
2．TRAP刺激誘導性κB配列結合タンパク質の特徴
　20倍の放射標識していないプローブを前処理した競合試験において、TRAP
刺激したVSMC由来核タンパク質におけるκB配列結合タンパク質の検出感度
は、減少し（Fig．15－A　lane　2）、40倍の放射標識していないプローブによりさら
に減少することが認められた（Fig，15－AJane　3）。　TRAPで4時間刺激したVSMC
の核タンパク質とp50及びp65に対する抗体であるαp50とαp65を用いたス
ーパーシフト試験により、κB配列結合タンパク質の移動度の遅れが認められ
た。αp50により、II及びIIIの結合タンパク質が上方に移動し（Fig．15－B，　lane2）、
αp65により、1及びIIの移動が認められた（Fig．15－B，　lane　3）。
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Fig．14．　Induction　of　nuclcar　κB－binding　protein　activity　by　TRAP
　　Dose－dependent　effect　of　TRAP　onκB－binding　complcxcs．　VSMC（5　x　106）wcre
exposed　to　vehicle，　TRAP　at　the　indicated　concentrations，　thrombin（10　units／ml），　or
TNFα（1000　units／ml）for　4　hours　at　37°C．　Nuclear　proteins（5μg）werc　thcn
incubated　fbr　30　minutes　at　37°C　with　32P－1abcled　probe　corresponding　to　the　NF一κB
consensus　sequence，　and　electrophoretic　mobility　gel　shin　assays（EMSAs）was
performed　on　native　6％polyacrylamide　gel．　Complexes　I，　II　and　III　are　indicated　as　I，　II
and　III，　respectivcly．
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Fig．15．　Propcrties　of　TRAP－induced　nuclcarκB－binding　complexes　in　VSMC
（A）Competition　assays．　EMSAs　wcrc　per和㎜ed　with　nuclear　proteins（5μg）
isolatcd　from　that　which　had　been　incubated　with　10　minutes　TRAP　for　4　hours．　Proteins
wcre　pretreated　in　the　absence　or　presencc　for　a　20－or　40－fbld　molar　excess　of　unlabeled
κBconscnsus　probe　at　37°C　for　30　minutes　befbrc　bcing　exposed　to　32P－1abeled　probe．
Complexes　I，　II　and　III　are　indicated．（B）Supcrshift　assays．　DNA　binding　mixtures
containing　nuclear　extracts　from　TRAP－trcated　cells　and　32P－labeledκBprobe　were
treated　with　antibodics　to　either　anti－human　p50（αp50，　lane　2）or　anti－human　p65（α
p65，　lane　3）prior　to　electrophoresis．　Supershifted　sp㏄ies　and　complcxs　I，　II　and　III　arc
indicated．
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3．VSMCにおけるTRAP刺激誘導性NF一κBの活性化に対するp65アンチセン
スオリゴDNAの影響
　TRAP（10μM）刺激誘導性NF一κBの活性化に対するp65アンチセンスオリ
ゴDNAの影響を検討するためにHIV　LTR　CAT試験を行った。　VSMCをTRAP
で刺激することにより、NF一κBの活性化に伴うCAT転写活性は、約2．3倍増
加した（Fig．16－A　lane　2）。p65アンチセンスオリゴDNA（20μg／m1）は、このCAT
転写活性を抑制した（Fig．16－B，　lane　4）。一方、　p65センスオリゴDNAは、　TRAP
刺激によるCAT転写活性の増加を抑制しなかった（Fig．16－B，1孤1e　4）。また、p65
センス及びアンチセンスオリゴDNA単独でのHIV　LTR　CATに対する影響は、
認められなかった（Fig．16－B，　lane　1，2）。
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Fig．16．　Inhibition　of　TRAP－induced　NF一κBactivation　VSMC　by　antisense　p65
01igodeoxynucleotides（ODNs）
　（A）Effects　of　TRAP　on　HIV　LTR　CAr　transactivation　in　VSMC．　Aftcr　exposurcd　to
the　absense（lane　1）or　presensc　of　TRAP（10μM）for　4　hours，　VSMCs　werc
cotransfcctcd　with　3μgof　HIV　LTR　CAT　plasmid　and　1μgof　SV一βgal　plasmid．
CAT　andβ一galactosidase　activities　were　measured　after　further　incubation　of　cells　for
48hours．（B）Effect　of　antisense　p650DNs　on　TRAP－induced　HIV　LTR　CAT
transactivation．　VSMCs　were　pretreatcd　with　sense（lanc　l，2）or　TRAP（10μM）（1ane　3，
4）for　4　hours．　CAT　andβ一galactosidase　activities　were　measured　aftcr　furthcr
incubation　of　cells　for　48　hours．　Results　were　representative　of　four　cxpcriments．
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4．TRAP刺激誘導性VSMC増殖に対するp65アンチセンスオリゴDNAの影響
　TRAPでvSMCを刺激し、経日的にMTT試験を行った（Fig．17）。　vSMCは、
10μMのTRAP刺激により増殖が認められた。またこのVSMC増殖は、　p65ア
ンチセンスオリゴDNAにより、TRAP刺激6及び9日における増殖を有意に抑
制した。一方、p65センスオリゴDNAのVSMC増殖抑制効果は認められなかっ
た。
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Fig．17．　Inhibition　of　TRAP－stimulated　prolifbration　of　VSMCs　by　antisense　p650DNs
　Cells（5x103）were　incubated　in　thc　absensc（◆），　or　presense　of　p65　sensc（■），　or
antisense　ODNs（20μg／ml）（◇）for　4　hours．　TRAP（10μM）was　then　added　to　the
culturc　for　the　indicated　times．　As　a　control，　cells　were　left　untreated（口）．　The　medium
was　changed　every　2　days．　Cell　proliferation　was　determined　by　the　MTT　assay　and
quantified　as　the　absorbance　ratio　bctwecn　570　and　630　nm．　Error　bar　are　shown　as　thc
mean±SD　of　triplicates．　Results　are　representative　two　separate　experiments・
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第4節　考察
　トロンビンは、in　vitro及びin　vivoの実験において、　VSMCに種々の機能を示
すことが報告されている（66－68）。Mariらは、リンパ球細胞株においてトロンビ
ンとTRAPがNF一κBを活性化することを報告した（69）。本章において、VSMC
をトロンビンまたはTRAPで刺激することにより、3種のκB配列に特異的に
結合するタンパク質（Fig。14，1，　II，　III）を確認した。　NF一κBのサブユニットに
対する抗体を用いたスーパーシフト試験において、αp50は、　II及びIIIの結合
タンパク質を上方に移動させ、αp65は、1及びIIを移動させることが認められ
た（Fig．15）。よって、κB配列結合タンパク質IIは、　p50とp65で構成される
NF一κBであると考えられる。
　VSMCにおけるTRP刺激誘導性NF一κB活性化に伴うHIV　LTR　CAT転写活
性化をp65アンチセンスオリゴDNAは抑制し（Fig．16）、またTRAP刺激誘導性
VSMC増殖に対しても抑制することが認められた（Fig．ユ7）。トロンビン受容体
を介した刺激が、細胞周期に関与するc－〃2ycのような癌遺伝子の発現誘導に関
与していること（41）や、細胞周期のM期にNF一κBの活性化が認められる（56）
という報告より、p65アンチセンスオリゴDNAは、　TRAP刺激誘導性NF一κB
活性化に伴い発現してくるc－〃2yc遺伝子のような細胞周期に関与する癌遺伝子
の発現を抑制し、その結果としてVSMC増殖を抑制していると考えられる。
　本章において、TRAP刺激によるトロンビン受容体特異的な情報伝達機構によ
り、核内転写因子NF一κBが活性化されることを示した。またその転写活性化
をNF一κBのサブユニットであるp65に対するアンチセンスオリゴDNAを用い
て抑制することにより、培養VS　MC増殖を抑制出来ることを示した。よって、
動脈硬化症における内膜肥厚や経皮的冠動脈形成術（PTCA）後の再狭窄におけ
る病変化したVSMC増殖に対して、p65に対するアンチセンスオリゴDNAは、
新しい動脈硬化症治療を提議するものと考えられる。
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第5章　血小板凝集抑制剤E5510のトロンビン刺激誘導性NF一κB
　　　　活性化抑制によるヒト血管平滑筋細胞増殖の抑制（7°）
第1節　緒言
　カルボン酸誘導体であるE5510（4－cyano－5，5占is（methoxyphenyl）－4－pentenoic
acid）は、血小板凝集抑制を指標としたスクリーニングの結果見いだされた化合
物である（71，72）。トロンビンは、血小板細胞膜上のトロンビン受容体を介した
刺激により血小板凝集を引き起こすことが古くより知られており（73）、そのト
ロンビン刺激誘導性の血小板凝集をE5510は、顕著に抑制する作用を有してい
るが、トロンビン受容体を介した情報伝達に対するE5510の抑制機構は明らか
にされていない。
　第4章では、NF一κBのサブユニットであるp65に対するアンチセンスオリゴ
DNAを用い、トロンビン受容体の活性化に伴うNF一κBの転写活性を抑制する
ことにより、VSMC増殖が抑制出来ることを示した。本章では、トロンビン刺
激誘導性の血’」、板凝集におけるE5510の抑制効果と同様、　VS　MCのトロンビン
受容体活性化に伴う細胞内情報伝達をE5510が抑制する可能性が強く考えられ、
TRAP刺激に伴うトロンビン受容体からの情報伝達におけるE5510の抑制効果
について検討し、血小板凝集抑制剤E5510の動脈硬化巣及び経皮的冠動脈形成
術（rTCA）後におけるVSMCの増殖抑制を目的とした抗動脈硬化剤としての可
能性について考察した。
第2節　実験材料及び方法
1．細胞及び細胞培養
　VSMCの単離、培養は、第4章と同様に行った。急性前骨髄性白血病患者由
来ヒト前骨髄様細胞株であるHL－60は、10％FBS（Gibco　BRL）、100　units／ml一ペニ
シリン（Gibco　BRL）、100μg／m1一ストレプトマイシン（Gibco　BRL）を含んだ
RPMI－1640（Gibco　BRL）を用い、37°C，5％co2気相中で培養を行った。
2．核タンパク質の調製とゲルシフトアッセイ
　核タンパク質の調製とゲルシフトアッセイは、第3章と同様に行った。NF一
κB活性化の陽性コントロールとしてTNFα（Genzyme）を用いた。
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3．NF一κB発現に対するクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（CAT）言式，験
　HIV　LTR　CATは、第4章と同様に行った。
4．TRAP刺激誘導性VSMC増殖に対するE5510の作用の検討
　VSMCの増殖能は、第2章と同様にMTT試験により評価した。96ウェル平底
培養プレートに5xユ03個／ウェルとなるようにVSMCを播種し、　E5510（Eisai
Co．）（5μM／ウェル）を加え4時間反応させた。その後5％FBSを含むMedium－
199にTRAP（10μM）を加え、E5510で処理したVSMCを刺激した。刺激3、6、
9日においてMTT試験を行った。
5．HL－60穎粒球様細胞のTRAP刺激による培養プレートへの接着に対する
E5510の抑制効果
　HL－60の頼粒球様細胞への分化は、10％FBS（Gibco　BRL）、100　units／ml一ペニシ
リン（Gibco　BRL）、100μg／ml一ストレプトマイシン（Gibco　BRL）を含んだ
RPMI－1640（Gibco　BRL）に3％－Dimethylsulfbxide（DMSO）を加え、7日培養するこ
とにより行った（74）。穎粒球様細胞へ分化させたHL－60（1　x　105個／ウェル）に
E5510（5μNりを加え、1時間、37°Cで培養を行い、その後TRAP（10μM）ま
たは12－o－tetradccanoylphorbo113－acetate（TPA）（0．1μM）で1時間刺激した。培養
上清を取り除き、培養プレートに接着したHL－60穎粒球様細胞は、ユ0μ1のO．25
w／v％MTT／PBSを加え37°C，5％CO2気相中3時間培養後、第2章と同様にMTT
試験を行い評価した。
6．統計解析
　VSMC増殖における差の検定は、　Student’Mtcstを用い行った。
第3節実験結果
1．TRAP刺激によるNF一κB活性化に対するE5510の優先的な抑制効果
　ゲルシフトアッセイを用い、TRAP刺激したVSMCにおけるNF一κB活性化
に対するE5510の影響を検討した（Fig．18）。10μMのTRAPで刺激したvSMC
におけるNF一κBのκB配列結合能をE5510は、0．5μMから抑制し5μM及
び50μMで完全に抑制することが認められた（Fig．18，　lanc　2から5）。また、
TRAP刺激に伴うNF一κBのHIV　LTR　CAT転写活性に対するE5510の影響を検
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討したところ（Fig．19）、　TRAP刺激しないvsMcにおけるNF一κBのHlv　LTR
CAT転写活性は、クロラムフェニコールの22．4％をアセチル化型に変換した
（Fig．19，1ane　1）。　E5510のHIV　LTR　CAT転写活性に対する影響は、TRAP刺激に
よる52．8％をアセチル化型に変換する転写活性（Fig．19，1ane　2）を0．5μMの
E5510は、32，4％まで抑制し（Fig．19，　lane　3）、5μM及び50μMで無刺激の
VSMCにおけるHIV　LTR　CAT転写活性と同程度まで抑制することが認められ
た（Fig．19，1anc　4、5）。一方、TNFα（1000　units／ml）刺激に伴うNF一κBのκB
配列結合活性に対するE5510の抑制効果は、vsMcにおいて認められず（Fig．18，
1ane　6から9）、また、　NF一κBのHIV　LTR　CAT転写活性に対する抑制効果も認
められなかった（Fig．19，　lane　6から9）。
E5510（μM）　　　　　　0　　0　0．5　5．05〔｝．0　0　　0．5　5．050．O
TRAP（10μM）　　　　一　　＋　　＋　　＋　　＋　一　　一　　一　　一
TNF一α（1000　U／ml）　　　一　　’　　一　　一　　一　＋　　＋　　＋　　＋
lllこ　繕欝　曝難難雛
Fig。18．　Dose－dependcnt　cffcct　of　E55100n　NF一κBactivation
　Atotal　of　5　x　106　VS　MCs　was　prctreated　with　E5510　at　the　indicatcd　concentration　or
with　vchicle　fbr　l　hour　and　then　stimulated　with　vehicle（lane　l）．　TRAP（10μM）（1ane
2－5），or　TNFα　（1000　units／ml）（lane　6－9）．　Resultsare　rcpresentative　of　threc　separate
experiments．　Complex　I，　II　and　III　are　indicated　as　I，　II　and　III，　respcctivcly．
43
E551〔〕（μM）　　　　　　0　　0　〔｝．5　　5．050．｛〕　0　　0．5　5．〔｝　50．｛〕
TRAP（10μM）　　　　一　　＋　　＋　　＋　　＋　　’　　一　　方　　’
驚雛繊
　　　　　　　　　　123　45　678　9CAT　c《）nvcrsion　　22．452．832．4　28．224．1　68．266．8　67．3　64．1
　　（％）
Fig．19．　Inhibition　of　TRAP－induccd　HIV　LTR　CAT　transactivation　by　E5510
　Transactivation　of　NF一κBby　TRAP　on　HIV　LTR　CAT　assay．　The　cells　wcrc
pretreated　with　vehicle（lane　1）or　E5510　at　thc　indicated　conccntration．　Then，　culture　was
added　with　vehicle（lane　1），　TRAP（10μM）（1anc　2－5），　or　TN　Fα（1000　units／m1）（lane
6－9）and　incubatcd　fbr　4　hours．　The　cells　wcre　cotransfccted　with　3μgof　HIV　LTR
CAT　v㏄tors　and　1μgof　SV一βgal　control　vectors．　After　another　48　hours，　CAT　and
β一galactosidase　activities　werc　measured．　Result　arc　represented　by　fbur　experiments．
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2．E5510のTRAP刺激誘導性のVSMC増殖抑制
　TRAP刺激に伴うvs　Mc増殖に対するE5510の影響を検討するために、　MrT
試験を行った（Fig．20）。　TRAP（10μM）束1」激に伴いvsMcは、第4章と同様に
経日的に増殖を示した。E5510（5μM）は、TRAP束ll激6及び9日におけるVSMC
の増殖を有意（p＜0．01）に抑制し、増殖抑制が認められたE5510の濃度は、NF一
κBのκB配列結合活性及びHIV　LTR　CAT転写活性を完全に抑制する濃度と
同様の5μMであった。
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Fig．20．　Inhibition　of　TRAP　stimulated　VSMC　prolifbration　by　E5510
　Cells（5　x　103）were　incubated　with　vehiclc　or　E5510（5μM）for　4　hours．　Then，
TRAP（10μM）was　added　to　culture．　As　control，　cells　werc　left　untrcated．　The　medium
was　changcd　at　2　days　interval．　At　the　indicated　days，　MTT　aws　addcd　and　measured　as
dcscribcd　in　materials　and　methods　Error　bar　are　shown　as　the　mean±SD．　P＜0．01
compared　to　that　of　TRAP　treated　cells．　Rcsults　are　representativc　two　separate
expcrlments・
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3、E5510のTRAP刺激に伴うHL－60細胞株の接着能に対する優先的な抑制
　DMSOにより穎粒球様に分化させたHL60細胞をTRAPで刺激することによ
り、培養プレートに接着するHL－60細胞数が増加し、このTRAPによる接着促
進能に対しE5510（5μM）は、有意（p＜0．01）に抑制することが認められた。
一方、TPA刺激に伴う穎粒球様Hレ60細胞の培養プレートへの接着に対して
E5510の抑制効果は認められなかった（Fig．21）。
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Fig．21．　Inhibition　cffcct　of　E55100n　Adherency　of　DMSO－differentiated　HL－60　byTRAP
　DMSO－differentiatcd　H　L－60　cclls（5　x　105）werc　incubated　with　vehicle　or　E5510（5
μM）fbr　l　hour　and　thcn　TRAP（10μM）or　TPA（1　x　10－7　M）was　added，　followed　by
culturing　for　another　l　hour．　To　wash　the　non－adherent　cells，　the　culture　dishes　were
washed　thrce　times　with　RPMI－1640．　Then，　MTT　was　measurcd　as　in　materials　and
methods．　Error　bar　are　shown　as　the　mean±SI）P＜0．01　compared　to　that　of　TRAP
treated　cells．
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第4節　考察
　E5510は、コラーゲン、アラキドン酸そしてトロンビンで刺激し誘導される血
小板凝集を抑制する化合物として報告されている（75，76）。また、E5510の血小
板活性化に対する生化学的機能として、フォスフォリパーゼC活性化に伴うイ
ノシトールリン脂質の産生抑制、フォスフォリパーゼA2活性化に伴うアラキド
ン酸の産生抑制、アラキドン酸刺激に伴うトロンボキサンA，産生抑制などが報
告されている（71）。このようにE5510は、トロンビン刺激による血小板活性化
を抑制する作用を有しており、血小板細胞膜に存在するトロンビン受容体から
の情報伝達機構を制御している可能性が強く考えられる。
　第4章では、NF一κBに対するアンチセンスオリゴDNAを用い、トロンビン
受容体の活性化に伴うNF一κBの転写活性化を抑制することによるVSMCの増
殖抑制を示した。E5510は、アンチセンスオリゴDNAと同様に、　TRAP刺激に
よるトロンビン受容体を介したVSMCにおけるNF一κBの活性化を5μMで完
全に抑制した（Fig　18，19）。しかしながら、受容体を介した刺激により、NF一κB
を活性化することが知られているTNFαのVSMCにおけるNF一κBの活性化に
対して、E5510の抑制効果は認められなかった。よってE5510は、トロンビン
受容体を介した細胞内情報伝達を選択的に抑制していること示唆される。また
E55ユ0は、　TRAP刺激選択的なNF一κB活性化抑制濃度である5μMでVSMC
のTRAP刺激誘導性細胞増殖に対して抑制効果を示すことが認められた（Fig．
20）。この結果は、NF一κBの転写活性化抑制に伴うVSMC増殖抑制機構に基づ
くものと考えられる。
　DMSOにより穎粒球様に分化させたHL－60細胞をTRAPで刺激することによ
り、培養プレートへの接着充進が認められ（Fig．21）、この結果は、トロンビン
受容体を介した情報伝達により接着分子の発現冗進によるものと考えられる。
このDMSO分化HL－60細胞の接着に対しE5510は、5μMで抑制効果を示した
が、TPA刺激による接着に対しては抑制効果を示さなかった。　protein　kinase　C
を特異的に活性化するTPAは、NF・1κBの活性化に伴うDMSO分化HL－60細胞
の接着を誘導し、そのTPA刺激誘導性の細胞接着は、　NF一κBのアンチセンス
オリゴDNAによって抑制されることが報告されている（74）。よって、E5510の
TRAP刺激誘導性のDMSO分化HL－60細胞の接着抑制は、　TPAによって認めら
れた接着を誘導する機構とは異なり、トロンビン受容体からの情報伝達系を選
択的に抑制していると考えられる。
　本章において、血小板凝集抑制剤E5510は、　VSMCにおけるトロンビン受容
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体を介した情報伝達に伴うNF一κBの活性化を抑制し、その結果として生じる
VSMCの細胞増殖を抑制する効果を有することを示した。また、E5510の作用機
序は、トロンビン受容体からの情報伝達系に選択性がある可能性を示した。以
上より、E5510は、動脈硬化巣及び経皮的冠動脈形成術（PTCA）後において認
められるVSMCの増殖に対し抑制効果を有する抗動脈硬化剤としての可能性が
あると考えられる。
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第6章　総括
加齢性疾患病態形成におけるトロンビンの関与に対して以下の結果を得た。
1）慢性関節リウマチ患者関節液中にトロンビンの活性化代謝産物であるTAT
が存在し、変形性関節症（OA）患者の関節液中のT即「濃度よりも多く存在して
いることが認められ、RA患者由来関節液中において血液凝固因子であるトロン
ビンの活性化が考えられる。また、RA患者血漿中TAT濃度は、　RA病態の進行
と共に増加することより、新しいRA病態の診断マーカーとしての可能性が考え
られる。トロンビンは、RA患者由来滑膜細胞を増殖させる機能を有することを
示した。RA患者由来滑膜細胞においてmRNA及びタンパク質レベルでトロン
ビン受容体の発現が認められ、トロンビンは、トロンビン受容体を介した情報
伝達によりRA患者由来滑膜細胞の増殖を引き起こすものと考えられる。これら
の結果より、RA患者関節腔内に存在するトロンビンは、　RA病態の進行と共に
顕著に認められる滑膜細胞の増殖を引き起こす因子の一つであると強く考えら
れる。
2）トロンビン刺激したRA患者由来滑膜細胞培養上清中の炎症性サイトカイン
を測定した結果、IL－6及びG－CSFの発現誘導が認められたが、　GM－CSF、　TNF
α、IL－1α、IL1β、IL－2の発現は認められなかった。トロンビンにより刺激
誘導されたIL－6及びG－CSFの発現を転写因子レベルで検討するために、炎症性
サイトカインの発現制御に関与する転写因子の一つであるNF一κBの活性化を
ゲルシフトアッセイ及びIgκ一CATレポーター試験により検討した結果、トロン
ビンで刺激したRA患者由来滑膜細胞におけるNF一κBのκB配列結合能は、
刺激30分で活性化が認められ、刺激4時間で強い活性化が認められた。また、
トロンビン刺激したRA患者滑膜細胞におけるNF一κB分子は、刺激30分で核
内に移行することがNF一κBのサブユニットであるp50に対する抗体を用いた
蛍光免疫染色により確認できた。これらの結果より、RA患者関節腔内に存在す
るトロンビンは、トロンビン受容体を介した刺激によりNF一κBを活性化し、
炎症性サイトカインであるIL－6及びG－CSFの発現を選択的に発現誘導している
ものと考えられる。
3）トロンビン受容体を特異的に活性化するTRAPでVS　MCを刺激し、　N　F一κB
の転写活性に対するゲルシフトアッセイとHIV　LTR　CAT試験を行った結果、
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TRAP（10μM）で4時間刺激したVSMCにおいて強い転写活性を示した。この
TRAP刺激誘導性のNF一κB転写活性は、NF一κBのサブユニットであるp65に
対するアンチセンスオリゴDNAにより抑制されることが認められた。またp65
に対するアンチセンスオリゴDNAは、TRAP刺激誘導性のVSMC増殖の抑制を
有した。これは、NF一κBの活性化により転写されるc－〃1yc遺伝子の発現抑制に
よるものと考えられる。一方p65に対するセンスオリゴDNAには、上記に示し
た作用は認められなかった。これらの結果より、VSMCにおけるトロンビン受
容体を介した細胞内情報伝達系により核内転写因子であるNF一κBが活性化さ
れ、VSMC増殖を誘導すると考えられ、動脈硬化巣及び経皮的冠動脈形成術
（PTCA）後の再狭窄における病変化したVSMC増殖へのトロンビンの関与と
NF一κBに対するアンチセンスオリゴDNAを用いた動脈硬化に対する新規治療
戦略の可能性を示唆すると考えられる。
4）血小板抑制作用を有するE5510は、　VSMCにおいてTRAPによるトロンビン
受容体を介した刺激により活性化されるNF一κBのκB配列結合能及び転写活
性を5μMで完全に抑制することをゲルシフトアッセイとHIV　LTR　CAT試験に
より確認した。一方、E5510は、　VSMCにおけるTNFα刺激によるNF一κBの
活性化に対する転写活性抑制効果は認められなかった。またE5510は、　TRAP
刺激誘導性VSMC増殖をNF一κBの活性化抑制濃度である5μMで有意に抑制
することが認められた。穎粒球様に分化させたHL60細胞をTRAPで刺激した
後の培養プレートに対する接着能に対するE5510の影響を検討した結果、E5510
（5μM）は、有意に抑制することが認められたが、NF一κBを活性化することが
知られているTPA刺激した穎粒球様HL－60細胞の接着は抑制しなかった。これ
らの結果より、E5510は、　VSMCにおいてトロンビン受容体を介したNF一κB
の活性化を抑制し、VS　MC増殖を抑制しているものと示唆される。またE5510
は、TNFαやTPAによるNF一κBの活性化経路とは異なるトロンビン受容体を
介した情報伝達系によるNF一κB活性化に対し抑制作用を示すことより、トロ
ンビン受容体からの情報を選択的に抑制する可能性が考えられる。故にE5510
は、動脈硬化巣及び経皮的冠動脈形成術（PTCA）後において認められるVS　MC
のトロンビン刺激依存的な増殖に対し抑制効果を有する抗動脈硬化剤としての
可能性を提示した。
　本研究において病態の特徴の一つとして細胞増殖を伴う加齢性の疾患である
RA及び動脈硬化症に対するトロンビンの関与について明確にし、活性化トロン
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ビン及びトロンビン受容体を介した細胞内情報伝達経路を阻害することがRA
と動脈硬化症に対する滑膜細胞及びVSMC増殖抑制を目的とした新規治療戦略
になりうることを提示した。
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